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Il papillomavirus umano tipo 16 (HPV 16) può causare delle infezioni alla cervice 
uterina che nel corso degli anni possono degenerare in cancri, le principali proteine 
coinvolte in questa cancerogenesi sono E6 ed E7, e siccome questi polipeptidi sono 
costantemente prodotti durante il ciclo virale, sono un ottimo bersaglio per il sistema 
immunitario, e quindi sono ideali per essere usati come antigeni per vaccini contro 
questo patogeno. 
Il nostro intento è stato quindi quello di esprimere il gene E7GGG (E7 modificato per 
motivi di sicurezza) in lattuga, per produrre l’antigene (la proteina E7GGG appunto) 
da usare per la preparazione di vaccini da iniettare o da ingerire.  Di conseguenza 
abbiamo trasformato la lattuga con dei costrutti genici, in cui i geni E7GGG (sintetici 
con codon bias adeguato per l’espressione in patata e cellule umane) sono fusi con il 
gene GUS (β-glucoronidasi di  E. coli), al fine di misurare l’attività GUS (e quindi 
l’espressione di  questo transgene) e di  migliorare l’immunogenicità  della proteina 
suddetta.
Nonostante i frequenti problemi di iperidratazione e parziale inserimento del T-DNA, 
siamo riusciti ad ottenere delle lattughe transgeniche che esprimevano il gene fuso 




       1.1)  IL PAPILLOMAVIRUS UMANO
Il papillomavirus umano (HPV) è un virus nudo, cioè senza envelope, con un genoma 
di DNA a doppia elica (dsDNA) di circa 8 kbp (Michel  et al. 2002), appartiene al 
gruppo dei Papovavirus e alla famiglia Papillomaviridae, stabilisce il suo materiale 
genico come plasmide nucleare extracromosomale.
Inizialmente esprime un sottogruppo di geni chiamato “early” genes (E), poi quando 
l'infezione  procede  i  “late”  genes  (L)  verranno  espressi  per  l'incapsidazione  dei 
virioni.
Sono conosciuti più di 100 tipi di HPV (Collins et al. 2005), i quali causano verruche 
che nel corso degli anni possono degenerare in cancri.
I virus del papilloma umano sono distinti in tipi ad alto (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 
45,  51,  52,  56,  58,  59,  68,...)  e  basso  rischio  (HPV  6,  11,  42,  43, 
44,...www.salutedonna.it e Heck et al. 2003).
Gli HPV ad alto rischio possono causare il cancro alla cervice uterina, e altri  cancri 
anogenitali meno comuni come il tumore alla vagina, al pene, all'ano, questi virus 
sono anche associati con alcuni tipi di tumori al cavo orale, gli HPV 6 e 11 (basso 
rischio)  sono di  solito gli  agenti  delle verruche anogenitali  ben visibili  ad occhio 
nudo,  quest'ultimi  possono  anche  infettare  la  bocca,  laringe,  naso,  ma  raramente 
causano cancri.
La differenza sostanziale fra queste categorie di HPV è la diversa capacità legante 
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della loro oncoproteina “Early 7”(E7) alle  “pocket proteins” come il retinoblastoma 
soppressore dei tumori (pRB) e p107 e p130 (vedere il paragrafo 1.2).
Nell'utero questi virus sono particolarmente pericolosi perchè vi è una mucosa  molto 
sottile,  e  il  taglio (uno stadio precedente all'infezione) è più facile (Collins  et  al. 
2005), e inoltre il microclima caldo e umido e la ricchezza di sostanze nutritive qui 
presente favorisce lo sviluppo virale (www,scienzaonline.it).
Che gli  HPV potessero causare cancri fu proposto negli anni '70, ma ciò divenne 
chiaro agli inizi degli anni '80 quando venne trovato DNA di HPV16 e 18 nei tessuti 
cancerogeni dell'utero (Helt et al. 2003).
Infatti DNA di questi virus può essere trovato in oltre il 99% di queste neoplasie 
(Waalboomers  et  al.  1999),  e  oltre  l'80%  di  questi  tumori  contiene  in  ordine 
decrescente HPV 16, 18, 31, e 45 (Schiller et al. 2001).
Inoltre il cancro alla cervice uterina è la seconda causa di morte per cancro fra la 
popolazione mondiale di donne, con circa 400.000 nuovi casi (McCarthy et al. 2006) 
e  più  di  200.000  decessi  per  anno  (Collins  et  al.  2006),  con  una  percentuale  di 
mortalità di circa il 60% (Šmahel et al. 2004).
L'infezione avviene attraverso il diretto contatto cutaneo durante i rapporti sessuali, o 
durante  il  parto  dalla  madre  infetta  al  nascituro,  invece  il  virus  non  può  essere 
trasmesso attraverso liquidi organici come sangue o sperma.
L'infezione del papilloma virus è molto comune, probabilmente circa il 75% della 
popolazione adulta sessualmente attiva lo ha contratto durante il corso della propria 
vita, il tipo più comune è l'HPV16 che è l' agente eziologico di circa il 50% dei cancri 
alla cervice uterina in tutto il mondo (McCarty et al. 2006).
Comunque  la  maggioranza  delle  donne  infettate  con  tipi  oncogeni  di  HPV  non 
sviluppa la neoplasia cervicale intraepiteliale (CIN) o cancro alla cervice uterina, e 
rimuovono spontaneamente la loro infezione (Visser et al. 2006).
Il sistema immunitario riveste un ruolo molto importante nella guarigione da queste 
infezioni, infatti la progressione cancerogenica impiega anni o decenni per attuarsi 
(Han  et al.  2002), e le persone immunocompromesse o le fumatrici (Wiley  et al.  
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2006) più facilmente non rimuovono l'infezione, e hanno quindi un maggiore rischio 
di contrarre il cancro cervicale (Visser et al. 2006).
La  regressione  spontanea  delle  verruche  causate  dall'HPV  è  associata  con 
infiltrazione  linfocitica,  soprattutto   linfociti  T  CD8+ citotossici  (CTL)  che  sono 
conosciuti  per la loro protezione contro i  virus persistenti  e lo sviluppo tumorale, 
attaccano peptidi legati alle molecole del complesso maggiore di istocompatibilità di 
classe I (MHC I). 
Infatti la proteina E7 è un bersaglio attraente per la vaccinazione, a causa della sua 
persistenza continua nello  stato  trasformato,  e  per  la  sua  espressione obbligatoria 
nelle cellule tumorali (McCarty et al. 2006), altre proteine tendono a essere rimosse 
dopo  l'inserzione  del  DNA  nel  capside  di  HPV,  o  comunque  a  non  essere 
costantemente espresse (Edmonds et al. 1989).
Con queste  considerazioni  il  nostro intento è stato  quello  di  inserire  il  gene fuso 
HPV16 E7GGG (E7 modificato per ragioni di sicurezza, vedere il paragrafo 1.2)-
GUS nel genoma della lattuga, quello di esprimere questo gene fuso, e di ottenere una 
proteina vegetale con le potenzialità di essere usata come vaccino terapeutico (vedere 
paragrafo  1.6)   contro   l'HPV16,  per  stimolare  risposte  immunitarie  in  grado  di 
rimuovere le infezioni che esso provoca. 





Fig.  1)  HPV  visti  al  microscopio   elettronico 
(www.altavista.com) 
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Fig. 2) Tumore al collo dell'utero (www.altavista.com)
1.2) L'ONCOGENICITA' DELL'HPV
Le principali proteine coinvolte nella cancerogenicità dell'HPV sono E7 e, in minor 
misura, E6 (Edmonds et al. 1989), probabilmente i cambi cellulari indotti da queste 
proteine sono importanti per riprogrammare il ciclo cellulare al fine di supportare la 
sintesi del DNA virale, e anche per l'incapsidazione dei virioni (Collins et al. 2005).
“Early 7” è una proteina di circa 18 kDa (Heck et al. 2003), con 98 amminoacidi (in 
HPV16), la quale è fosforilata in un residuo di serina.
Contiene  2  Cys-X-X-Cys  motivi  lungo  il  C-terminale,  all'N-terminale  ci  sono  2 
regioni di omologia con la proteina oncogenica E1a dell'adenovirus, le quali sono 
chiamate CR1 e CR2.
Ci sono diverse differenze nelle sequenze amminoacidiche nella proteina E7 fra i 
diversi tipi di HPV, una delle più importanti (o forse la più importante) è un acido 
aspartico nella posizione 21 (D21, si  trova nel sito di legame con pRb, vedere la 
figura 3) nei papillomavirus ad alto rischio, invece di una glicina in posizione 22 
(G22, l'E7 dei tipi ad alto rischio di HPV è leggermente più piccola di quella dei tipi a 
basso rischio) presente nei tipi poco pericolosi.
Questo piccolo cambio da solo causa una diminuzione nel potere di legame con pRb, 
infatti l'HPV16 E7 con la mutazione D21G ha il 41% della capacità legante della 
proteina selvatica, questa mutazione è alla base della differenziale capacità dei vari 
E7 di  legarsi  con pRb, e quindi,  come vedremo in basso,  della loro differenziale 
cancerogenicità (Edmonds et al. 1989).
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Fig. 3) Allineamento delle sequenze amminoacidiche fra E7 di HPV 16 e 6, E1 di adenovirus 
(Heck et al. 1992)
E7  è  una  proteina  multifunzionale  capace  di  interagire  con  almeno  20  proteine, 
inclusi  regolatori  del  ciclo  cellulare,  fattori  di  trascrizione,  e  vari  altri  fattori 
metabolici.
Comunque è meglio conosciuto per la sua capacità di legare e inattivare le proteine 
della famiglia del  retinoblastoma, che include pRb (retinoblatoma soppressore dei 
tumori), p107 e Rb2/p130 (Collins  et al. 2005); le quali appartengono alle “pocket 
proteins” (questo nome è stato dato perchè hanno 2 tasche capaci di legare molecole a 
valle della trasduzione del segnale come E2F, o oncoproteine come E7. Giacinti et al.  
2006 e Helt et al. 2003).
La proteine della famiglia del retinoblastoma sono soppressori dei tumori, controllano 
negativamente il ciclo cellulare (bloccando l' entrata nella fase S, le divisioni cellulari 
e la progressione cancerogenica, Giacinti et al. 2006) e stimolando la differenziazione 
(pRb nelle fasi iniziali, p130 in quelli successivi Collins et al. 2005).
Normalmente legano e inibiscono la famiglia di fattori di trascrizione E2F, i quali 
attivano l'espressione di geni coinvolti nella riproduzione cellulare e nella sintesi di 
DNA, quali ad esempio ciclina A, ciclina E, DNA ά-polimerasi, timidina chinasi, ecc. 
(Helt et al. 2006).
Inoltre queste “pocket proteins”  rimodellano la cromatina attraverso l'interazione con 
molecole  quali  BRG1,  SUV39H1,  le  quali  sono  rispettivamente  coinvolte 
nell'acetilazione e metilazione degli istoni, i quali sono meccanismi che inibiscono 
l'espressione dei geni.
L'attività  delle  “pocket  proteins”  può  essere  regolata  attraverso  la  fosforilazione 
catalizzata  dalle  chinasi  ciclin-dipendenti  (CDK,  infatti  ad  esempio  la  loro 
iperfosforilazione impedisce il legame con gli E2F) o attraverso oncoproteine  quali 
E7.
L'inattivazione di queste proteine, e il consequenziale rilascio degli E2F  causa de-
regolazione del ciclo cellulare e formazione di tumori (Giacinti et al.2006)..
Come già riportato questi cambi cellulari sono necessari all'HPV per la sintesi del 
DNA virale, e l'incapsidazione dei virioni (Collins et al. 2005).
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L'E7 è  conosciuto  per  l'inattivazione  del  pRb attraverso  2  fasi:  CR2 si  lega  alla 
proteina,  e  CR1  impedisce  stericamente  l'accesso  di  E2F,  quindi  CR1  dovrebbe 
interagisce con fattori cellulari per degradare proteoliticamente pRb (vedere la figura 
5. Helt et al. 2003).
E'  stato  visto  che  i  motivi  Cys-X-X-Cys  sono  importanti,  ma  non  essenziali  per 
l'attività  trasformante  (e  quindi  per  la  cancerogenicità),  infatti  la  loro  mutagenesi 
riduce, ma non elimina la capacità di transformazione.
La cisteina 24 (C24) e l' acido glutammico 26 (E26) sono invece fondamentali per il 
legame  con  pRb,  l'HPV16E7  con  uno  o  entrambi  questi  amminoacidi  mutati  è 
completamente incapace di legare il soppressore dei tumori retinoblastoma (Edmonds 
et al. 1989).
Queste 2 amminoacidi con D21 sono stati utilizzati per approntare una proteina sicura 
(per le persone da vaccinare) HPV16 E7GGG (E7 con le mutazioni D21G, C24G, 
E26G),  la  quale  però  mantiene  la  sua  immunogenicità  anche  con  questi  3 
amminoacidi cambiati (Šmahel et al. 2001).
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Fig. 4) Struttura lineare delle proteine della famiglia del retinoblastoma, e siti 
di legame con E7 e le          cicline, hanno 2 domini (A e B), pRb si lega con 
E2F1, 2, 3; p107 e p130 con E2F4, 5, 6           (Helt et al. 2003)
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Fig.  5) (A e B) Legame di 
CR2-E7  con  pRb,  CR1 
impedisce  stericamente  la 
formazione  del  complesso 
E2F-pRb,  E7  si  lega  (ma 
questo non è ancora sicuro) 
con  proteasi  per  degradare 
proteoliticamente  questo 
complesso  (Helt  et  al.. 
2003) 
1.3) OTTIMIZZAZIONE DEI CODONI
Il  codice genetico è  degenerato,  quindi  di  solito  diversi  codoni  codificano per  lo 
stesso amminoacido (2,3,4 o anche 6 nel caso della leucina), ma non tutte le triplette 
sono presenti con la stessa frequenza.
Le ragioni biologiche di queste differenze sono sconosciute, ma è chiaro che tutti gli 
organismi hanno dei codoni preferenziali, i  quali a loro volta sono differenti nelle 
varie specie.
Ad esempio negli esseri umani la tripletta GCG è la meno comune fra quelle che 
codificano  per  l'alanina  (gli  altri  codoni  sono  GCA,  GCC,  GCT);  la  treonina  è 
raramente  codificata  da  ACG in  comparazione  con  ACA,  ACC o  ACT (Brown. 
1999).
E'  creduto  che  i  codoni  rari  sono  letti  da  t-RNA poco  comuni  che  rallentano la 
progressione della traduzione. Per raggiungere un'alta espressione di geni estranei in 
differenti  organismi,  si  dovrebbero  eliminare  le  triplette  rare  rimpiazzandole  con 
quelle comuni, si dovrebbero rimuovere anche sequenze che destablizzano l'm-RNA. 
Si  è  visto  che  i  geni  dell'HPV16  (al  contrario  di  quelli  umani)  hanno  un'alta 
percentuale di A o T alla terza base dei codoni (Lin et al. 2006).
Le piante hanno anche un alto contenuto in A/T, ma con l'aumento del contenuto in 
G/C si aumenta l'emivita degli m-RNA, quindi per ottimizzare il codon bias (o codon 
usage che dir si  voglia) è necessario fare attente considerazioni e usare sofisticati 
programmi informatici.
Abbiamo utilizzato 2 geni sintetici E7GGG ottimizzati da Geneart  per l'espressione 






























































Fig.7) E7GGG ottimizzato per gli esseri  umani, più le sequenze fiancheggianti per il  clonaggio 
(Geneart) .
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1.4) LA FUSIONE GENICA HPV16 E7GGG-GUS
Il gene HPV16E7GGG è stato fuso con la β-glucoronidasi di  E. coli  (GUS) per 2 
ragioni:  per  avere  un metodo facile  e veloce per  misurare  l'espressione di  questo 
transgene nelle piante, e per migliorare l'immunogenicità di E7GGG.
La fusione genica può essere definita come una costruzione genetica in cui ci sono 2 
sequenze codificanti “in frame”, per ottenere un'unica ORF la quale è tradotta come 
un unico polipeptide.
La  fusione  genica  con  un  enzima  reporter  che  non  è  presente  nell'ospite  non 
trasformato, può essere usata ad esempio per individuare e misurare l'espressione di 
un singolo gene di una famiglia multigenica, per analizzare un gene mutagenizzato, 
per la localizzazione di proteine chimeriche, e ovviamente per saggiare l'espressione 
di un transgene (Jefferson. 1987).
Nei  batteri  le  fusioni  geniche  lac  (β-galattosidasi)  sono le  più  usate,  ma non nei 
vegetali a causa dell'alta attività endogena lac (Helmer et al.  1984), invece l'attività 
GUS nelle piante è bassissima o inesistente.
Il  gene  reporter  GUS  è  stato  usato  in  molte  fusioni  geniche  in  piante  sotto  il 
promotore CaMV35S e con molti altri promotori vegetali (Jefferson et al. 1987).
Il gene GUS esprime un enzima che catalizza la scissione di un gran numero di β-
glucoronidi (Stoeber  et al.  1961), molti dei quali sono normalmente venduti come 
substrati per spettrofotometria, fluorimetria, e istochimica.
L'enzima GUS ha un peso molecolare di circa 68 kDa, non ha cofattori e infatti non 
richiede  ioni,  sebbene  sia  inibito  da  alcuni  cationi  metallici  bivalenti  (come  ad 
esempio Cu2+, Zn2+), è molto stabile, tollera molti detergenti, può essere saggiato a 
tutti i pH fisiologici, con un optimum fra 5.2 e 8.0 e ha una buona resistenza alle alte 
e basse temperature (per esempio ha un'emivita di circa 2 ore a 55 °C).
Per rilevare l'attività GUS è essenziale la disponibilità di un substrato che può essere 
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scisso  soltanto  dalla  β-glucoronidasi  di  E.  coli,  e  la  suddetta  scissione  dovrebbe 
portare a una molecola facilmente distinguibile e rilevabile dal substrato.
Per  questo  enzima e  per  questo  scopo uno dei  substrati  più  indicati  è  il  4-metil 
umbelliferil glucoronide (MUG, non ha fluorescenza), il quale dopo l'idrolisi rilascia 
il 4-metil umbelliferil (MU, fluorescente in alcali).
L'eventuale  fluorescenza  al  tempo  0  può  essere  causata  da  tracce  di  substrato 
preidrolizzato.
Per  minimizzare  questo  effetto  è  consigliato  di  depositare  il  MUG in  freezer  ed 
essiccato, a volte tuttavia l'intrinseca fluorescenza o assorbimento dell'omogenizzato 
vegetale può essere causata da clorofille e polifenoli, in questi casi è raccomandata 
un'estrazione  dei  composti  fluorescenti,  o  l'esecuzione  di  un'adeguata  curva  di 
taratura (Jefferson. 1987).
La proteina HPV16 E7GGG ha una scarsa immunogenicità (come molte  proteine 
solubili), e ha una breve emività di circa 1 ora (Šmahel et al. 2004), il che causa un 
basso stadio stazionario..
Questo polipeptide induce basse risposte CTL anche in presenza di co-adiuvanti.
La fusione di HPV16 E7GGG con altre proteine può aumentare notevolmente la sua 
immunogenicità, quando le proteine fuse in cui gli antigeni (come degli apteni) sono 
fisicamente  collegati  con  una  molecola  immunostimolatrice  si  può  aumentare 
l'assorbimento degli antigeni, aiutando il loro processamento e la presentazione da 
parte delle cellule APC (cellule presentatrici degli antigeni) per i linfociti T CD8+ 
(Zhu et al. 2002).
Nelle  cellule  umane  293T,  la  proteina  fusa  HPV16  E7GGG-GUS  ha  un  livello 
stazionario e un'attività GUS inferiore in confronto con la parziale HPV16 E7GGG-
GUS,  questa  riduzione  di  attività  dovrebbe  essere  causata  dal  C-terminale  del 
E7GGG  completo  (mancante  E7GGG  parziale),  che  è  coinvolto  nella  sua 
degradazione (Šmahel et al. 2004).
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1.5) LA LATTUGA
La lattuga, Lactuca sativa, è una rigogliosa pianta, appartenente alle dicotiledoni, alla 
tribù Cicoreae della famiglia delle Compositae.
Il suo ciclo vitale è biennale, l'impollinazione è essenzialmente autogama, con una 
percentuale  di  incrocio  del  6%.  Il  suo  centro  di  origine  sembra  essere  il  Medio 
Oriente, è accertato che gli antichi greci e romani usavano questo vegetale.
E' una valorosa coltura orticola ed è coltivata in tutto il mondo, con una produzione 
annua di circa 5.000.000 di tonnellate, di cui 1.840.000 dagli U.S.A., in Europa i 
maggiori produttori sono la Spagna (500.000 t) e l' Italia (374.000 t, Bianco  et al.  
1990. Hunter et al. 2002).
La temperatura minima di germinazione è 6 °C, l'optimum per la sua crescita è 20-24 
°C durante il dì e 7-11 nella notte. La lattuga si adatta abbastanza bene ai vari tipi di 
terreno, purchè siano ben strutturati (Bonciarelli. 2001).
E' possibile rigenerare in vitro questo vegetale, infatti per queste trasformazioni sono 
stati utilizzati espianti provenienti da cotiledoni di lattuga della varietà ceca Ach'at, la 
quale viene rigenerata abbastanza facilmente.
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1.6)  PERCHE'  USARE  LA  LATTUGA  PER  IL 
VACCINO
L'uso  dei  vaccini  vegetali  potrebbe  essere  una  buona  alternativa  ai  vaccini  da 
iniezione, per diverse ragioni.
Le  piante  sono  considerate  molto  più  sicure  che  i  microbi  o  gli  animali,  perchè 
normalmente mancano di patogeni umani o endotossine (Commandeur et al. 2003).
Inoltre  spesso  i  vaccini  da  iniezione  contengono  conservanti  tossici  quali 
formaldeide,  tiomersale  (un composto contenente  mercurio),  o  solfato  d'alluminio 
(Scheibner et al. 1993).
In più, il bisogno di personale qualificato, e i rischi connessi con le iniezioni, e la 
frequente mancanza di sterilità degli aghi, soprattutto nei paesi sottosviluppati sono 
altri svantaggi di questa tipologia di vaccini.
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Fig.  8)  Lattuga  in  campo  aperto 
(www.fotosearch.it)
A volte i vaccini iniettati non elicitano le risposte immunitarie adeguate a combattere 
i patogeni delle mucose (come HPV16). Infatti i vaccini iniettati possono indurre la 
produzione di anticorpi che combattono il patogeno una volta che l'infezione è già 
cominciata,  invece  i  vaccini  che  combattono  i  microbi  che  infettano  le  mucose 
dovrebbero elicitare la sintesi di IgA, che sono presenti nella gola e nell'intestino.
I vaccini orali spesso non danno una buona protezione in quanto la proteolisi che 
avviene nel  sistema digerente  può distruggere  gli  antigeni,  prima che  avvenga la 
sintesi  degli  anticorpi,  a  tal  proposito  le  piante  spesso  contengono  sostanze  che 
proteggono le proteine dalla suddetta proteolisi, probabilmente perchè la loro spessa 
parete  cellulare  e  i  tessuti  fibrosi  permettono un lento ma continuo rilascio degli 
antigeni nell'intestino (Richter et al. 1999)
Le  proteine  eucariotiche  vengono  ripiegate  diversamente  (nella  loro  struttura 
terziaria) nei batteri transgenici, il che causa sia la loro più veloce degradazione che il 
loro  accumulo  come  corpi  d'inclusione  insolubili,  invece  l'abilità  delle  piante  di 
piegare correttamente le proteine nella loro struttura terziaria come gli esseri umani, è 
dimostrata dalla loro capacità di produrre anticorpi transgenici funzionanti (Twyman 
et al. 2003).
Probabilmente i più grandi vantaggi dell'uso dei vaccini vegetali sono il basso costo e 
la possibilità di grandi produzioni di antigeni transgenici.
I  costi  di  produzione  sono  significativamente  più  bassi  che  quelli  basati  sulla 
produzione in sistemi microbici o cellulari, perchè non sono necessari fermentatori o 
personale qualificato per il loro uso, è stimato che le proteine transgeniche (come gli 
antigeni dei vaccini) possono essere prodotte nelle piante con rispettivamente al 2-
10% e  al  0.1% dei  costi  della  fermentazione  microbica  e  delle  colture  di  cellule 
mammifere (Giddings. 2001).
Ad esempio una pianta di mais può produrre avidina al 20% del suo TSP (proteine 
totali solubili) nei semi, producendo la stessa quantità prodotta in una tonnellata di 
uova di pollo (la principale fonte naturale di questa sostanza), ma allo 0.5% dei costi 
(Hood et al. 2003).
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Ovviamente per avere dei costi di produzione così bassi è necessario avere una buona 
produzione di transproteine (superiore allo 0.1% del TSP, perchè i costi di estrazione 
sono  inversamente  proporzionali  alla  concentrazione  della  sostanza  da  estrarre), 
ottenibili  attraverso  buoni  construtti  genetici  (ad  esempio  promotori  ad  alta 
efficienza, rimuovendo le sequenze instabili di m-RNA o introni criptici, e con un 
buon codon usage, Koziel et al. 1996).
La fase di test nelle piante è più lunga (di solito oltre 2 anni) che nei batteri o cellule 
animali,  perchè  il  tempo necessario  per  testare  la  presenza  dei  transgeni  e  delle 
transproteine nelle varie generazioni, la loro attività biochimica, l'assenza di cambi 
fenotipici  negativi,  è  molto  più lungo nei  vegetali  che  nei  batteri  o  nelle  colture 
cellulari, soprattutto a causa della durata del ciclo vitale.
Ovviamente i  microbi producono le proteine ricombinanti  molto più prima che le 
piante, ma le loro limitazioni di produzioni rendono la produzione di transproteine 
nelle piante molto più economica nel tempo (Twyman et al. 2003).
Le piante vaccino possono essere usate attraverso il consumo di grezzi o parzialmente 
processati frutti e/o foglie, rimuovendo così molti costi di lavorazione, o per produrre 
antigeni da usare per le soluzioni da iniettare o da ingerire.
Abbiamo utilizzato (anche) la lattuga perchè  è efficientemente trasformata dall'A. 
tumefaciens, ed è possibile rigenerarla al fine di ottenere piante adulte.
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1.7) TRASFORMAZIONE VEGETALE
I principali tipi di trasformazione vegetale sono 2:
- metodi diretti,  quali per esempio l'elettroporazione che consiste nel far penetrare 
DNA nei  protoplasti  usando impulsi  elettrici  (di  solito 1.000-15.000 V per 10-50 
μsec);  o  la  “particle  gun”  che  è  usata  soprattutto  nelle  monocotiledoni  per  la 
transgenosi extranucleare, essa consiste nello sparare proiettili di oro di 1-4 μm di 
diametro attraverso una macchina apposita, (uno dei costrutti che abbiamo utilizzato 
contiene E7 utilizzabile per  la trasformazione tramite questa tecnica,  pCB3197B), 
questo sistema ha lo svantaggio di produrre molto facilmente piante chimeriche
- metodi indiretti,  quali  la  trasformazione attraverso  A,tumefaciens,  la quale è più 
applicata alle dicotiledoni che alle monocotiledoni.
Quest'ultima tecnica è stata utilizzata per le trasformazioni descritte in questa sede, e 
quindi sarà trattata con maggiore dettaglio.
1.7.1) LA TRASFORMAZIONE CON A.tumefaciens
Agrobacterium tumefaciens  è un batterio gram-negativo, appartenente alla famiglia 
delle Rhizobiaceae.
In natura attacca prevalentemente le dicotiledoni, provocando una malattia chiamata 
“galla del colletto”, consequenziale al  trasferimento di un frammento di DNA (T-
DNA),  contenuto  nel  plasmide  Ti  (induttore  dei  tumori)  all'interno  del  genoma 
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nucleare delle cellule vegetali infettate. 
Questo plasmide ha una grandezza di circa 200-800 kbp, si  trova soltanto in una 
piccola percentuale della popolazione di A. tumefaciens presente nel terrreno (Zupan 
et al. 1995).
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Fig. 9) A. tumefacieens in procinto di infettare una cellula vegetale (www.altavista.com)
Il T-DNA contiene 2 tipi di geni (che nel loro complesso sono chiamati geni Ti): 
- geni oncogeni
- geni per la sintesi delle opine.
I geni oncogeni dell'Agrobatterio codificano per enzimi che catalizzano la sintesi di 
auxine (geni aux), e la sintesi di citochinine (geni cyt), con una via metabolica diversa 
rispetto a quella utilizzata dalle piante e che quindi i vegetali non sono in grado di 
controllare, il che causa un'eccessiva produzione dei suddetti ormoni con conseguenti 
divisioni cellulari incontrollate e formazione dei tumori (Das. 1998).
I geni per la sintesi delle opine, codificano per la sintesi di enzimi coinvolti nella 
sintesi di questi  derivati  dagli  amminoacidi,  i  quali  vengono utilizzati dal batterio 
come fonte di carbonio e azoto (Savka et al. 2002).
La maggioranza dei geni coinvolti nel trasferimento del T-DNA nel genoma della 
cellula ospite sono codificati dal plasmide Ti (ma anche da geni cromosomici come i 
chv), esso ha un  oriV (origine di replicazione), una regione  vir  che contiene i geni 
coinvolti nel trasferimento del T-DNA e quindi responsabili della virulenza, regioni 
che  codificano  per  il  catabolismo  delle  opine,  chiaramente  il  T-DNA  il  quale  è 
fiancheggiato da 2 sequenze ripetute di 25 bp chiamate LB (bordo sinistro) e RB 
(bordo destro, Gevin. 2003).
Queste  sequenze  terminali  sono  richieste  per  il  trasferimento  e  probabilmente 
dirigono l'intero processo, di solito tutto il DNA contenuto all'interno dell'RB e l'LB è 
inserito all'interno del genoma della cellula ospite, ma a volte il T-DNA inserito non 
è completo, e mancano alcune sue parti (Spielmann et al.  1986), il che fra l'altro è 
anche successo ad alcuni nostri espianti.
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Fig. 10) La struttura del plasmide octopina-Ti, con relativa 
posizione  dei  geni  Vir (“virulence  genes”),  origine  di 
replicazione  (oriV),  del  catabolismo  delle  opine 
mannopina e agropina (“mannpine/agropine catabolism”), 
del trasferimento del  T-DNA (“conjugal transfer”) e del 
catabolismo dell'octopina (“octopine catabolism”)(A) e la 
struttura del T-DNA (che in questo caso è diviso in 2 parti 
Tl  e  Tr  intervallate  fra  loro  da  Tc,  con  i  geni  che 
esprimono  enzimi  per  la  sintesi  di  auxine  (“auxin”), 
citochinine  (cyt),  octopina  (ocs),  mannopina  (mas), 
agropina  (ags)  (B).  Le  frecce  indicano  la  direzione  di 
trascrizione diretta dal promotore  pmas 1'2' (Gevin. 2003) 
La regione vir ha 7 loci: virA, virB, virC, virD, virE, virG e virH.
La proteina VirA individua delle piccole molecole fenoliche come acetosiringone, 
rilasciate  dai  tessuti  vegetali  tagliati,  quindi  si  autofosforila,  e  dopo  a  sua  volta 
fosforila  VirG  che  porta  all'attivazione  dell'espressione  altri  geni  vir,  quali 
l'endonucleasi  batterica  VirD2  che  riconosce  le  sequenze  laterali  del  T-DNA  e 
produce  un  taglio  endonucleotidico  in  una  catena  di  entrambe  queste  sequenze, 
producendo un singola elica di DNA (il T-DNA appunto), dopo questo taglio VirD2 
rimane strettamente associata all'estremità 5' di questo ssDNA (RB).
La produzione di questo T-DNA probabilmente avviene tramite lo spostamento della 
catena complementare di DNA tra i tagli.
Per  preservare  questo  ssDNA  dalle  nucleasi  vegetali,  il  T-DNA  è  strettamente 
associato anche  con VirE2,  questa  proteina  vi  si  lega,  senza riconoscere  nessuna 
particolare sequenza, e l'avvolge completamente (il T-DNA con VirD2 e VirE2 si 
chiama  complesso  T),  questo  legame  svolge  ed  estende  questo  ssDNA  fino  a 
raggiungere lo stretto diametro di 2 nm, il che dovrebbe facilitare il suo passaggio 
lungo i canali delle membrane.
Dopo il complesso T esce dalla parete batterica e entra nel nucleo, attraverso la parete 
cellulare e la membrana cellulare e nucleare della cellula ospite, dopodichè avviene 
l'integrazione del T-DNA nei cromosomi vegetali (Zupan et al. 1995).
Dal momento che gli oncogeni e i geni per la sintesi delle opine non sono importanti 
per il trasferimento del T-DNA, fra l'RB e l'LB è possibile inserire qualunque tipo di 
geni o sequenze nucleotidiche, ottenendo quindi un T-DNA senza i geni Ti e con i 
geni di cui si ritenga interessante la loro espressione (nel nostro caso per esprimere 
antigeni per la produzione di vaccini (Gevin. 2003, Citovsky et al. 1996).
Le inserzioni di T-DNA sono distribuite “a random” nel genoma vegetale (Wallroth 
et al. 1986), spesso però si fonde con altri geni e queste inserzioni avvengono in zone 
potenzialmente espresse (Koncz et al. 1989), inoltre i siti di inserimento hanno spesso 
un alto contenuto in A/T (Mayerhofer et al. 1991).
L'Agrobacterium  tumefaciens  è  ormai  usato  molto  frequentemente  per  la 
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trasformazione di piante superiori, decenni di ricerca hanno modificato e migliorato 
la  sua  capacità  di  inserire  DNA,  e  portando  all'ottenimento  di  ceppi  capaci  di 
integrare stabilmente ogni  tipo di  geni  in  molte  dicotiledoni,  ma anche in alcune 
monocotiledoni  (Porter  et  al.  1991),  lieviti  (Bundock  et  al.  1995),  ascomiceti, 
basidiomiceti (De Groot et al. 1998), e anche in cellule di mammifero (Kunik et al.  
2001).
Ci sono 2 tipi di vettori di trasformazione per l'Agrobatterio:
- vettori cointegrati     
- vettori binari.
Nei primi il T-DNA e i geni vir si trovano nello stesso vettore, invece nei secondi un 
plasmide  porta  questi  geni  e  un  altro  contiene  il  costrutto  genico  da  inserire  nel 
genoma vegetale.
Effettivamente non è necessario che i geni  vir  e il T-DNA si trovino nello stesso 
plasmide, ed infatti il T-DNA può essere inserito nel genoma della pianta anche se si 
trova nel cromosoma batterico (Hoekema et al. 1984).
Il costrutto genico inserito fra LB e RB deve contenere:
-  una  cassetta  d'espressione  di  un  gene  la  cui  trascrizione è  fondamentale  ai  fini 
dell'esperimento, clonato fra un promotore e un terminatore di trascrizione attivi nella 
pianta da trasformare 
- un marker di selezione, di solito un gene per la resistenza contro un antibiotico, o un 
erbicida, o contro l'eccesso di zuccheri come il mannosio o il galattosio (Joebersbo et  
al. 2003).   
Per le trasformazioni qui descritte abbiamo usato un vettore binario, con un pAL4404 
(plasmide Ti), e plasmidi di trasformazione con una cassetta d'espressione contenente 
i promotori CaMV35S e il promotore batterico pmas 1'2', HPV16E7GGG-GUS come 
gene fuso d'interesse, nptII (neomicina fosfotransferasi II) come marker di selezione 
(conferisce resistenza contro la kanamicina), e il terminatore del gene 7 del CaMV 
(virus del mosaico del cavolfiore).
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1.7.2) TRASFORMAZIONE E RIGENERAZIONE DELLA LATTUGA
Per ottenere lattughe trangeniche è necessario eseguire la co-coltivazione (e quindi la 
trasformazione) con  A. tumefaciens  contenente il nostro costrutto con i cotiledoni, 
quindi  l'ottenimento  di  calli  transgenici,  poi  germogli,  germogli  radicati,  e  piante 
pronte ad essere coltivate nel terreno (in serra o in campo aperto).
La lattuga risponde bene alla coltura  in vitro  e ad un alto numero di regolatori di 
crescita (Michelmore et al. 1988), e la sua rigenerazione può essere ottenuta da molte 
cultivar (Curtis et al. 1984).
Molti fattori possono influenzare la transgenosi e il processo di rigenerazione, per 
esempio  la  capacità  trasformante  dell'agrobatterio  usato,  l'età  dei  cotiledoni, 
l'eventuale  concentrazione  dell'agente  selettivo,  la  concentrazione  ormonale  del 
substrato,  il  numero  di  A.  tumefaciens  impiegati,  tendenza  all'iperidratazione 
(vitrificazione), ecc. 
I cotiledoni excisi da piantine di lattuga di 24-72 ore sono i più efficienti ad essere 
trasformati e rigenerati (comunque siamo riusciti a trasformare e rigenerare lattughe 
partendo da cotiledoni excisi da piantine di 1 settimana). 
La kanamicina uccide gli espianti non trasformati in circa 30-40 giorni (Torres et al.  
1993), ma nella nostra esperienza (con 100 mg/L) anche in 2-3 settimane.
La presenza di  sostanze fenoliche come acetosiringone (AS) o siringaldeide (SA) 
possono migliorare la frequenza di trasformazione, questi composti vengono rilasciati 
da cellule vegetali ferite e/o possono essere artificialmente aggiunti nel substrato di 
co-coltivazione (Torres et al.1993), ma comunque la loro aggiunta nel mezzo di co-
coltivazione non è sempre necessaria (Pereira et al. 2001).
Il genotipo della lattuga può influenzare notevolmente la capacità di rigenerazione e 
quindi la possibilità di avere germogli avventizi, per esempio nelle varietà Greenfield, 
Green Mignonette,  Summer Gem,  Salad Bowl,  e  Green Cos l'80% degli  espianti 
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risponde alle condizioni che inducono il germogliamento, mentre i genotipi Webbs 
Wonderful e Tom Thumb questa percentuale decresce fino al 30% (Xinrun  et al.  
1992),  nella  varietà  Ach'at  è  possibile  ottenere  piante  transgeniche  partendo  da 
cotiledoni di 7 giorni di età (vedere sopra) al contrario della cultivar South Bay.
Ovviamente la concentrazione ormonale del substrato di crescita è un fattore critico 
per  l'ottenimento  delle  piantine  di  lattuga;  in  generale  le  citochinine  stimolano il 
formazione dei germogli, invece le auxine stimolano la radicazione (entrambe queste 
categorie di ormoni sono necessarie per ottenere piante rigenerate).
Hunter  et  al hanno  scoperto  che  0.44  μM  di  BA  (benzilamminopurina,  una 
citochinina)  e  0.54  μM  di  NAA  (acido  naftalenacetico,  un'auxina)  sono  le 
concentrazioni  migliori  per  la  rigenerazione  dei  genotipi  Greenway,  Bambino, 
Bronze Mignonette, quantità più alte di BA inibiscono la formazione dei germogli 
permettendo ai calli di proliferare (Hunter et al. 2002).
Anche il numero di cellule di A. tumefaciens presenti nel substrato di co-coltivazione 
è un fattore critico nella trasformazione della lattuga.
L'iperidratazione  (vitrificazione)  può  essere  presente  nei  calli,  e  può  inibire  la 
rigenerazione (Curtis et al. 1994), infatti durante l'estrazione dei germogli dai calli è 
necessario rimuovere completamente il tessuto vitrificato.
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Fig. 11) Lattughe in fase di rigenerazione (Tripepi. 2006)
2) OBIETTIVI
Bisogna  dire  che  mentre  l'immunizazione  preventiva  è  basata  sulle  proteine 
capsidiche  dell'HPV  L1  e/o  L2,  la  quale  dovrebbe  stimolare  la  produzione  di 
anticorpi che impediscono l'entrata e l'infezione del virus, la vaccinazione terapeutica 
ha lo scopo di elicitare risposte CTL dopo la rilevazione da parte dei linfociti T CD8+ 
delle  oncoproteine  dell'HPV E6  o  E7  una  volta  che  l'infezione  è  già  cominciata 
(Šmahel et al. 2001).
L'obiettivo di questi  esperimenti è quindi quello di ottenere materiale di partenza, 
utilizzabile per lo sviluppo di vaccini terapeutici contro il tipo 16 del papillomavirus 
umano, attraverso l'inserzione nel genoma della lattuga e l'espressione del gene fuso 
HPV16 E7GGG-GUS.
Queste  lattughe  transgeniche  potrebbero  essere  utilizzate  per  la  preparazione  di 
vaccini da iniettare o da ingerire (dopo l'estrazione dell'antigene transgenico dalle 
piante), è anche ipotizzabile che in futuro, dopo un lungo lavoro di preparazione ed 
esperimenti,  vengano  utilizzate  per  la  vaccinazione  foglie  grezze  o  parzialmente 
processate con un'opportuna concentrazione di HPV16 E7GGG-GUS.
Per  raggiungere  quest'obiettivo  è  necessario  preparare  i  vettori  di  clonaggio  e 
trasformazione, trasformare le piante, ed esprimere i transgeni.
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3) MATERIALI E METODI
Il vettore originale BiGUS contenente il promotore CaMV35S, l'ORF VII e i primi 15 
codoni  dell'ORF I  fusi  con  il  gene  GUS,  il  gene  della  resistenza  all'ampicillina, 
l'origine di replicazione, e il terminatore di trascrizione del CaMV (Bonneville et al.  
1989), questo vettore ci è stato dato da Thomas Hohn, Basilea (Svizzera). 
 
Per ottenere il vettore pCB1123, BiGUS è stato tagliato con BamHI, per rimuovere le 
ORF del CaMV, e quindi ligato. 
Il  pCB1123  è  stato  aperto  per  inserire  (attraverso  il  taglio  con  BamHI e  la 
susseguente  ligazione)  3  tipi  sintetici  di  E7GGG (che d'ora  in  poi  per  semplicità 
saranno  chiamati  E7)  con  siti  di  taglio  laterali  BamHI per  il  clonaggio  (dati  da 
Geneart):
- E7h, con un codon usage ottimizzato per cellule umane
- E7p, con un codon usage ottimizzato per la patata
- E7hNcoI, con un codon usage ottimizzato per cellule umane ma fiancheggiato da 
siti  NcoI, per  essere  clonato  anche  nei  vettori  di  trasformazione  per  la  tecnica 
“particle gun”.
per formare rispettivamente pCB0533 (E7h), pCB0534 (E7p) e pCB0535 (E7hNcoI).
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Fig. 12) Vettore BiGUS, p35S (promotore 35S del CaMV), VII e I (ORF VII e I del CaMV), GUS 
(gene GUS),  !  terminatore di  trascrizione del  virus  CaMV, amp (resistenza all'ampicillina),  ori 
(origine di replicazione), E1, E2, E3 siti di restrizione di EcoRI, NcoI sito di restrizione NcoI 
L'altra possibilità sarebbe stata la fusione ORFI-E7-GUS, che dovrebbe permettere 
una migliore espressione di E7 perchè l'ATG (sito di attacco per i ribosomi) di ORFI 
è più efficiente dell'ATG di E7, ma è stato troppo complicato e quest'esperimento è 
stato interrotto.
In parallelo con questi esperimenti abbiamo coltivato colonie di E. coli con il vettore 
di  trasformazione  vegetale  pCB1399,  il  quale  ha  una  grandezza  di  12.5  kbp,  è 
promisquo in quanto contiene RK2 (origine di replicazione di A.tumefaciens) e pBR 
(origine di replicazione di E.coli), contiene anche il promotore dell'Agrabatterio 1'2' 
(bidirezionale) della mannopina sintasi (pmas 1'2') 
Quindi abbiamo tagliato con EcoRI i vettori pCB0533, pCB0534, pCB0535 e mixati 
e ligati con il vettore tagliato pCB1399, per formare rispettivamente pCB3195 (E7h), 
pCB3196  (E7p),  pCB3197  (E7hNcoI);  i  quali  sono  i  vettori  usati  per  la 
trasformazione.
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Fig 13) Vettore pCB0533, PstI sito di restrizione  PstI, sE7h, E7 ottimizzato per l'espressione in 
cellule umane (per le altre sigle vedere la figura precedente)
Il  promotore  bidirezionale  pmas  1'2' non  è  molto  efficiente  nelle  piante,  quindi 
dovrebbe essere accoppiato in tandem con CaMV35S (orientazione B) per ottenere 
un buona produzione di transproteine, in questo caso l'espressione dovrebbe essere 5 
volte maggiore che con il CaMV35S da solo, probabilmente questo avviene perchè 
questi promotori (quando sono vicini) legano insieme fattori di trascrizione, tuttavia 
sembra che quest'aumento di espressione avvenga nei protoplasti, ma non nelle piante 
intere (Vlasak, comunicazione personale).
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Fig. 14) Vettori di trasformazione pCB3195A e pCB3195B, TetR e TetX sono geni di resistenza 
alla tetraciclina, trfA gene trfA (per la replicazione del plasmide) RB bordo destro del T-DNA, LB 
bordo  sinistro  del  T-DNA,  ori  pBR  origine  di  replicazione  per  E.  coli,  oriRK2  origine  di 
replicazione per A. tumefaciens, ! (fuxia) terminatore di trascrizione del gene mannopina sintasi, ! 
(rosa) terminatore di trascrizione del CaMV, segmento marrone con le frecce promotore pmas 1'2', 
le altre sigle sono le stesse delle figure precedenti, notare che pCB3196 può avere 2 orientazioni (A 
e  B),  distinguibili  per  la  differente  dimensione  dei  frammenti  di  restrizione  ottenibili  da  PstI 
(descrtitti dalle parentesi graffe, per i vettori pCB3196, pCB3197 ), per la trasformazione si deve 
usare l' orientazione B
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3.1) PREPARAZIONE DEI VETTORI
I miei esperimenti sono cominciati dalle ligazioni di pCB0533, pCB0534, pCB0535 
con il vettore vegetale pCB1399.
I plasmidi pCB0533, pCB0534, pCB0535 dalle colonie di  E.coli, sono stati estratti 
usando il metodo di “miniprep” descritto nel protocollo 4.6 , e digeriti con EcoRI per 
formare 2 bande di circa 3 kbp ciascuna, quindi queste sono state messe in differenti 
bottiglie con  pCB1399  tagliato  con  lo  stesso  enzima  (ovviamente  anche  questo 
estratto  da  colonie  di  E.coli),  per  formare  rispettivamente  pCB3195,  pCB3196, 
pCB3197, i quali sono i vettori di trasformazione.
Per  evitare  il  richiudimento  dei  plasmidi  sono  stati  inizialmente  tenuti  a  50  °C 
(vedere il protocollo 4.1).
Quindi questi plasmidi sono stati immessi nella soluzione di ligazione e matenuti per 
16 ore a 15 °C (vedere il protocollo 4.1).
Allo stesso momento  E. coli  del ceppo NM522, sono stati resi competenti con un 
trattamento con CaCl2 (vedere il protocollo 4.2).
Per misurare la competenza abbiamo messo 2  μL di NM522 competenti  con 1μL 
(100 ρg/μl) di plasmide pCB1399ccc (vedere protocollo 4.4).
Queste cellule competenti sono state congelate e scongelate ,(vedere il protocollo 4.5) 
e  mixati  con  i  plasmidi  ligati,  quindi  ancora  esse  sono  state  messe  a  differenti 
temperature  (vedere  il  protocollo  4.5), poi  sono  state  diluite  in  mezzo LB  senza 
antibiotico e incubati a 37 °C per 75 minuti in agitazione.
Differenti volumi (20, 50, 100 μl) di questo substrato sono stati distribuiti in substrato 
LB con  tetraciclina  (tc),  e  in  parallelo  nello  stesso  mezzo  con  ampicillina  (la 
resistenza contro il  primo antibiotico è data  dal  vettore vegetale,  invece contro il 
secondo dal  vettore originale)  al  fine di  discriminare le colonie con pCB1123 da 
quelle con i vettori vegetali; è possibile distinguere tramite elettroforesi pCB1399ccc 
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dallo  stesso  plasmide  con  una  parte  di  pCB0533  (od  ovviamente  pCB0534,  o 
pCB0535), ma è impossibile (senza endonucleasi) accertare quale parte di pCB05333 
è legata con pCB1399, quindi non è possibile verificare se sono presenti i vettori di 
trasformazione o no.
Se è inserita la parte di pCB0533 che porta la resistenza all'ampicillina, il plasmide 
ovviamente non può essere utilizzato per la trasformazione della lattuga, in quanto 
non contiene E7.
Per  verificare  la  presenza  dell'inserto  abbiamo  digerito  il  plasmide  (chiaramente 
previa estrazione dalle colonie di  E. coli) con  EcoRI, per controllare l'orientazione 
abbiamo tagliato il vettore con PstI 
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Fig.  15)  Il  campione  1  contiene  il 
plasmide   pCB3196  (con  la  stessa 
dimensione  indicata  dal  segno  “-”), 
contiene anche dall'alto verso il basso 
(cioè  a  dimensione  decrescente)  il 
dimero  CCC,  il  monomero  OC,  e  il 
monomero  CCC  (il  vettore  di 
trasformazione  appunto,  con  la  stessa 
dimensione del segno “-”) di pCB3196 
,  i  campioni  2,  3,  4,  5  contengono il 
plamide  non  ligato  pCB0534  (con  la 
stessa  dimensione  indicata  dal  segno 
“*”),  contengono  dall'alto  verso  il 
basso il dimero CCC, il monomero OC, 
e  il  monomero  CCC  (con  la  stessa 
dimensione del segno “*”) di pCB0534 
(Tripepi. 2006) 
Le  colonie  con  l'orientazione  B  sono  state  utilizzate  per  la  trasformazione 
dell'Agrobatterio.
Noi abbiamo utilizzato il ceppo LBA4404 di A. tumefaciens, portante il plasmide Ti 
pAL4404.
Questi batteri sono stati coltivati per 16 ore a 28 °C in 10 ml di substrato LK, poi 
sono stati diluiti in 20 ml di nuovo LK, e distribuiti in 3 Beaker per essere trasformati 
con i vettori con l'orientazione B (pCB3195B, pCB3196B, pCB3197B).
Per  trasformare  gli  Agrobatteri  abbiamo  messo  i  vettori  vegetali  in  3  differenti 
Beaker, e li abbiamo trattati con il metodo “freeze-melt” (vedere protocollo 4.12) ,e 
quindi per 1 ora a temperatura ambiente, circa 25 °C, poi per 1 minuto a -70 °C (o 
meglio in azoto liquido per un attimo), e a 37 °C per 30 minuti.
Dopo queste operazioni, abbiamo diluito ogni Beaker fimo a raggiungere 900 ml di 
LK, e quindi crescita a 28 °C in agitazione.
Sono state ottenute in totale circa 50 colonie, di cui abbiamo scelto 5 ben cresciute, e 
messe  (a  seconda  del  vettore  che  contenevano)  in  3  differenti  capsule  Petri,  su 
substrato LK con tetraciclina (tc=5 mg/l).
Dopo la crescita delle colonie, sono state eseguite delle miniprep per accertarsi circa 
la  presenza  del  vettore  (vedere  il  protocollo  4.7),  usando  come  DNA  standard 
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Fig.  16)  Digestione  di  pCB3196 catalizzata  da  PstI,  L  è  il 
marker  di  dimensione  λ  BstEII,  1  è  il  controllo  negativo 
(pCB3196 non tagliato), i campioni 2, 4, 5, 6 hanno il vettore 
con l' orientazione B, perchè hanno un frammento di DNA con 
una dimensione di circa 5.7 Kbp, i campioni 7 e 8 contengono 
il  vettore  con l'orientazione B (vedere la  figura)  dimostrato 
dalla presenza della banda di 4.4 Kbp (Tripepi. 2006) 
pCB3195B (o pCB3196B, pCB3197 B).
Quindi abbiamo sospeso e depositato i campioni a -70 °C, per utilizzarli dopo per la 
trasformazione della lattuga.
3.3) LA TRASFORMAZIONE DELLA LATTUGA 
I  materiali  viventi  usati  per  queste  trasformazioni  sono  stati  gli  agrobatteri 
provenienti dalle colonie selezionate e i cotiledoni di lattuga della varietà ceca Ach'at.
Per  semplicità  i  costrutti  genetici  usati  verrano  chiamati  da  ora  nella  seguente 
maniera:
- 97 (pCB3195B, E7h)
- 98 (pCB3196B, E7p) 
- 99 (pCB3197B, E7hNcoI).
Questi batteri sono stati cresciuti in 10 ml (per costrutto genico) di mezzo LK/tc (5 
mg/L) a 28 °C in agitazione, per 16 ore.
Subito dopo questa sospensione è stata suddivisa in 6 tubi Eppendorf (circa 1.6 ml 
per ognuno), quindi centrifugati e sospesi in MgSO4 x 7H2O.
Finalmente il  contenuto dei  tubi  è  stato  unito  nello  stesso “Beaker”,  e  sono stati 
aggiunti ulteriori 5 ml di MgSO4 x 2H2O (vedere il protocollo 4.10).
I cotiledoni di lattuga provenivano da piantine di 7 giorni di età, germinate e cresciute 
nel substrato S (vedere il protocollo 4.17).
Alcuni  di  questi  cotiledoni  non  sono  stati  trasformati  per  essere  utilizzati  come 
controlli (espianti K).
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I cotiledoni da trasformare sono stati  tagliati  in 3 segmenti, di cui soltanto quello 
centrale  è  stato  utilizzato  per  la  trasformazione  dopo  l'esecuzione  di  un  taglio 
perpendicolare con la nervatura centrale, e quindi questi segmenti sono stati immessi 
nella  sospensione batterica  di  A. tumefaciens  con MgSO4  x 2H2O contenuta nelle 
capsule Petri per 15 minuti.
Dopo questa operazione è necessario asciugare, senza sciacquare, con dei fazzoletti i 
cotiledoni, e quindi porli in capsule Petri con mezzo S2 senza antibiotici.
Co-coltivare questo materiale per 24 ore a 28 °C in oscurità, per aiutare i batteri a 
trasformare  i  tessuti  vegetali.  La  pagina  inferiore  deve  essere  orientata  verso  il 
substrato, è necessario mantenere questa orientazione anche nelle fasi successive.
3.4) LA RIGENERAZIONE DELLA LATTUGA
Dopo la trasformazione è necessario alla fase di induzione di callo e di germogli.
Abbiamo  trasferito  gli  espianti  su  substrato  SA  senza  antibiotici  per  i  controlli 
positivi,  e  con 100 mg/L di  kanamicina e  400 mg/L di  timentina per  gli  espianti 
putativi trasformati e per i negativi K.
Gli  antibiotici  selezionano (almeno in teoria) gli  espianti  trasformati e  uccidono i 
batteri.
Gli espianti sono stati coltivati a 23 °C, alla luce (16 h al giorno) per 14 giorni, e poi 
trasferiti  sullo  stesso  fresco  substrato  e  mantenuti  per  altri  14  giorni  nelle  stesse 
condizioni.
Il SA stimola la formazione del tessuto calloso grazie alla sua alta concentrazione di 
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auxine (0.93 mg/L di NAA, vedere protocollo 4.19).
Dopo questa fase dalle durata di 4 settimane, sono stati  rimossi gli  espianti morti 
(probabilmente uccisi perchè non trasformati), i tessuti soffici e vitrificati; e sono stati 
estratti i germogli appena formati dal callo (vedere la figura 11) con l'accortezza di 
rimuovere completamente da loro tutto il  tessuto calloso e iperidratato,  in quanto 
(vedere il paragrafo 1.7.2) ostacola e/o inibisce la rigenerazione. 
Questi germogli sono stati trasferiti in delle bottiglie, al massimo 2 per bottiglia con 
substrato SC, il quale stimola lo sviluppo dei germogli e la loro radicazione. Gli altri 
espianti con calli sono stati rimessi in SA fresco per stimolare la crescita di nuovi 
germogli.
Dopo circa altre 4 settimane gli espianti di 8 settimane di età sono trasferiti su nuovo 
SC,  rimuovendo  il  nuovamente  formato  tessuto  calloso  e  iperidratato  (vedere  la 
figura 12).
Dopo circa altre 4 settimane gli espianti  di 12 settimane di età dovrebbero essere 
radicati (o almeno alcuni di loro) e pronti per essere testati con la PCR per verificare 
la loro putativa trasformazione, e per il misuramento dell'attività GUS per un primo 
test sul espressione del transgene HPV16 E7GGG-GUS. 
Di  solito  i  controlli  positivi  hanno  il  migliore  sviluppo,  probabilmente  perchè  la 
kanamicina, che non è presente nel substrato di queste piantine, danneggia le piante 
anche  se  possiedono  un  gene  di  resistenza  a  questo  antibiotico,  ma  è  anche 
importante  la  manualità  e  la  delicatezza  usata  per  tagliare  gli  espianti,  e  per 
rimuovere il tessuto calloso e iperidratato e in generale per la rigenerazione,  inoltre 
non è da escludere un'eventuale fitotossicità del transgene.
Stando alla nostra esperienza è possibile ottenere nuovi espianti di lattuga anche da 




Fig.18) Espianti di 8 settimane (in ordine orario: controlli negativi, 97, 
98, 99, al centro sono presenti gli espianti positivi), il tessuto calloso è 
nuovamente presente anche se lo sviluppo degli espianti è abbastanza 
buono,  gli  espianti  97  hanno di  solito  l'aspetto  peggiore  (a  parte  i 
controlli negativi che ovviamente sono morti. Tripepi. 2006)
Fig.  17)  Calli  di  4  settimane,  i  germogli  sono  già  evidenti  (la 
coltivazione avviene nelle bottiglie, questi espianti sono nelle capsule 
Petri solo per le fotografie, lo stesso vale anche per le figure 12, 13. 
Tripepi. 2006)
44
Fig.  19)  Germogli  estratti  dagli  espianti  di  8  settimane (alcuni  di  loro sono anche 
presenti nella fig. 18), in senso orario: controlli negativi, 97, 98, 99 (Tripepi. 2006)
Fig. 20) Espianti  98 radicati di  12 settimane di età, le radici sono evidenti  (Tripepi. 
2006)
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Fig. 21) Giovani lattughe radicate di 16 settimane di età, da sinistra verso destra: 
controlli positivi, 99, 98, 97 (Tripepi. 2006)
Fig. 22) Nuovi germogli di lattuga da piantine di 16 settimane di età (Tripepi. 2006)
3.5) “TISSUE” PCR
Per verificare la putativa origine transgenica delle piante, è stata utilizzata la tecnica 
della “tissue” PCR.
Questa tecnica è molto veloce ed economica per amplificare il DNA, partendo da un 
pezzo  molto  piccolo  di  tessuto  vegetale  (in  questo  caso  foglie),  permettendo  di 
mantenere l'integrità dell'organismo testato, tramite il risparmio di tessuti utilizzati 
per quest'analisi.
La prima fase di questa PCR, consiste nel trattamento del tessuto exciso con NaOH, 
Hcl, TrisHCl, con bagni in acqua bollente (vedere il protocollo 4.14).
Dopo questo trattamento, viene usato per la PCR un pezzo molto piccolo di foglia 
trattata, quasi invisibile (circa 0.5-1 mm2), permettendo quindi di risparmiare molto 
materiale vegetale ed eventualmente di riutilizzare questi tessuti per nuove PCR.
Questo metodo ha però lo svantaggio di dare facilmente risultati falsi negativi in caso 
di piante chimeriche (Břiza, comunicazione personale).
Abbiamo amplificato 2 frammenti di DNA di circa 300-400 bp, usando una coppia di 




Fig. 23) amplificazione di E7p dalle piante 98, il 
campione 1 e 3 contengono l'amplificato (parallelo 
indicato dal segno '-' visibile sulla destra, indicante 
la dimensione di 300 bp), L è il DNA ladder λ 100 
bp,  il  sesto  e  il  settimo  sono  rispettivamente 
controllo  positivo  (amplificato  da  pCB3196  da 
colonie di A. tumefaciens) e negativo (solo master 
mix, Tripepi. 2006)
3.6) “BIO-RAD PROTEIN ASSAY”
Abbiamo usato il “Bio-Rad Protein Assay” per misurare velocemente il contenuto 
totale di proteine nei tessuti analizzati, e quindi misurare la loro vitalità.
Questa tecnica è basata sul fatto che quando la soluzione acida di Coomassie Brilliant 
Blue G-250 è legata alle proteine l'assorbanza massima si sposta da 465 a 595 nm 
(Reisner et al. 1975; Sedmak et al. 1977).
Abbiamo eseguito una curva di taratura mettendo nelle cuvette concentrazioni note 
(da 0.2 a 1.4 mg/ml) di proteina standard BSA (albumina bovina), questa proteina è 
l'ideale per il settaggio di spettrofotometri per la misurazione di miscele complesse di 
proteine (manuale di Bio-Rad Protein Assay. 1985).
Quindi abbiamo diluito l'omogenizzato con il “buffer” del “Coomassie dye” (vedere 
il protocollo 4.22). 
Dopo  la  lettura  delle  OD  allo  spettrofotometro,  abbiamo  calcolato  il  relativo 
contenuto proteico.
I dati ottenuti da questo test sono stati utilizzati anche per misurare l'attività GUS 
comparata  con  il  contenuto  totale  di  proteine  (lo  stesso  omogenizzato  è  stato 
utilizzato sia per la misurazione dell'attività della β-glucoronidasi che per il Bio-Rad 
Protein Assay),  e  quindi  comparare  l'espressione del  transgene con la  produzione 
delle altre proteine. 
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3.7) LA MISURAZIONE DELL'ATTIVITA' GUS
Come substrato per la β-glucoronidasi è stato utilizzato il MUG (4-metilumbelliferil 
glucoronide),  il  quale  reagendo  con  questo  enzima  rilascia  il  MU  (4-
metilumbelliferone).
Per eseguire la misurazione dell'attività GUS  (vedere il  protocollo 4.23),  abbiamo 
messo nel buffer di questo enzima un pezzo di circa 5mg di foglia di lattuga, quindi 
tutto è stato trasferito nelle apposite cuvette nelle quali è stata eseguita la curva di 
taratura, e depositato a 37 °C, mettere al tempo 0 il MUG, stoppare la reazione con 
Na2CO3 (carbonato di sodio), misurare le OD di emissione MU a 450nm.
E' necessario tenere in considerazione che:
1 OD= 100 pM di MU
100 pM= 0.1 ρmoli/mL
10 OD= 1 ρmole/mL.
Quindi per ottenere l'attività GUS in ρmoli MU/mg di tessuto/min:
Attività GUS= 10 x OD MU/minuti di reazione x peso tessuto analizzato in mg
Per  esempio:  attività  GUS a  6'  (nella  pianta  97/4)= 10 x 26/6 x 4.4= 9.85 ρmol 
MU/mg di tessuto x minuti di reazione.
Chiaramente  se  si  vuole  ottenere  lo  stesso  parametro  ma  applicato  al  contenuto 





Mettere in ogni provetta Eppendorf:
- 5 μL di soluzione con pCB1399 (100 ρg/μl)
- 1 μL di pCB0535, o pCB0536, o pCB0537 ( tutti 100 ρg/μl)
Quindi:
- aggiungere 12.5 μL di H2O
- mantenere il tutto in ghiaccio
- trasferire in bagno di acqua a 50 °C per evitare il richiudimento dei vettori 
- addizionare 0.5 μL di ligasi Takara
- aggiungere 2 μL di 10x buffer Takara
- mantenere il tutto a 15 °C per 16 ore per permettere ai vettori di ligarsi.
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4.2) PREPARAZIONE DI E. coli COMPETENTI
- inoculare in mezzo SOC dalle colture a porre a 37 °C in agitazione per 8 ore
- inoculare il SOC di cui sopra in SOC fresco e freddo (0.5% di inoculo)
- crescita a 18 °C per 16 ore in agitazione
- misurare le OD a 600 nm le quali dovrebbero essere di 0.4-0.8
- centrifugare a 2.000 rpm (627 g) per 20' a 4 °C
- rimuovere il surnatante
- sospendere in 15 mL di soluzione TB di CaCl2 e mantenere in ghiaccio
- centrifugare a 2.000 rpm (627 g) per 10'
- rimuovere il surnatante
- sospendere (su ghiaccio) e mixare in 5mL di TB e in 0.8 mL di DMSO 
- mettere aliquote di 0.2 ml in Eppendorf sterili
- depositare a -70 °C
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4.3) DIGESTIONE DEI VETTORI
Mettere per ogni campione:
- 0.7 μL di DNA plasmidico
- 10 μL di 1.1 buffer di digestione Takara
- 0.2 μL di endonucleasi
- 3 μL di loading buffer Takara
- incubare per 30'
4.4) VERIFICA DELLA COMPETENZA DI E. coli
- prendere 1 μL di soluzione con pCB1399 (100 ρg/μl) 
- mix con 0.2 ml di putativi E.coli competenti
- mettere in bagno con acqua a 42 °C per 40''
- aggiungere 0.8 ml di LB 
- depositare il tutto a 37 °C in agitazione per 1 ora
- piastrare su mezzo LK con tetraciclina 5 μg/ml
- crescita a 37 °C per 16 ore
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4.5) TRASFORMAZIONE DI E. coli
- prendere 50-200 μl di E. coli competenti
- mantenere in ghiaccio per 10'
-  aggiungere  5  μl  di  costrutto  ligato  (ad  esempio  pCB3195)  dalla  soluzione  di 
ligazione
- depositare in ghiaccio per 10'
- bagno in acqua a 42 °C per 1'
- aggiungere 0.8 ml di LB senza antibiotici e porre per 1 ore a 37 °C in agitazione
- distribuire 20-200 μl del precedente substrato in capsule Petri con LB riscaldato (37 
°C) con antibiotici
- crescita a 37 °C per 16 h in agitazione
- “pickettare” le colonie per verificare l'avvenuta trasformazione
4.6) “MINIPREP” I DI E. coli
Questa “miniprep” è eseguita al fine di estrarre il DNA plasmidico (da non digerire 
tramite endonucleasi) per elettroforesi.
- mettere 50 μL di soluzione A nelle colonie pickettate
- sospendere le cellule
- aggiungere 50 μL di soluzione B
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- mettere a temperatura ambiente (circa 25 °C) per 10'
- addizionare 20 μL di soluzione C
- “vortexare” e centrifugare per depositare il DNA sul fondo dell'Eppendorf
- depositare il tutto a -25 °C
- elettroforesi
4.7) “MINIPREP” II 
Questa  “miniprep”  è  usata  per  estrarre  i  plasmidi  da  depositare  a  lungo,  per  le 
ligazioni, e per le trasformazioni dei batteri.
- far crescere le cellule per 16 ore in 5 mL di LB con antibiotici
- mettere in tubi Eppendorf sterili da 1.5 ml
- centrifugare a 5.000 rpm (2.790 g) per 2'
- rimuovere il surnatante
- addizionare 200 μL di soluzione A
- “vortexare”
- aggiungere 400 μL di soluzione B
- “vortexare”
- riporre a temperatura ambiente per 10'
- addizionare 200 μL di 0.5 M di CH3COOHNH2
- depositare a -25 °C per 30'
- centrifugare a 14.000 rpm (21.900 g) per 2' a 4 °C
- prendere il surnatante
- aggiungere 0.5 mL di isopropanolo
54
- riporre il tutto a temperatura ambiente per 10'
- rimuovere il supernatante
- dissolvere il sedimento in 30 μL di acqua sterile
4.8) TRATTAMENTO PRE-PCR DI A. tumefaciens
Questo trattamento è usato per preparare i campioni di  A. tumefaciens  e verificare 
tramite  la  PCR  la  loro  trasformazione,  per  controllare  se  la  PCR è  efficiente,  e 
accertarsi se questi campioni possono essere utilizzabili come controlli positivi per la 
PCR dei tessuti vegetali.
- crescere le colonie di A. tumefaciens in LK per 16 ore a 28 °C
- trasferire 100 μL di sospensione batterica in Eppendorf da 1.5 mL
- centrifugare a 13.000 rpm (17.320 g)
- rimuovere il surnatante
- sospendere il sedimento in 40 μL di 0.25 M di NaOH
- bagno in acqua bollente per 30''
- depositare in ghiaccio per 5' e poi a -20 °C per i saggi successivi
- aggiungere 40 μL di 0.25 M di HCl
- addizionare 20 μL di Tris HCl
- vortexare il tutto
- bagno in acqua bollente per 2'
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- mantenere in ghiaccio (se la PCR verrà eseguita subito dopo)
- per la PCR usare la sospensione concentrata (1 μl), o con diluizioni 10x e 100x
- depositare a -20 °C
4.9)  TRATTAMENTO PRE-TRASFORMAZIONE DI 
A. tumefaciens
Questo trattamento è fatto per preparare gli agrobatteri a trasformare i cotiledoni di 
lattuga.
- prelevare 10 ml di mezzo LK con 5 mg/L di tetraciclina 
- trasferire in una beuta da 100 ml 
- inoculare l' Agrabatterio dalla soluzione stock congelata
- crescita a 28 °C per 16 h a 160 rpm 
- centrifugare a 13.000 rpm (17.320 g)
- rimuovere il surnatante
- sospendere in 8 ml di 0.01 M di MgSO4 x 7H2O
- dividere il tutto in 5 Eppendorf da 2 ml (circa 1.6 ml per tubo)
- centrifugare a 5.000 rpm (2370 g) per 5'
- rimuovere il surnatante
- sospendere il sedimento con 1 ml di 0.01 M di MgSO4 x 7H2O per Eppendorf
- trasferire il tutto in capsule Petri
- aggiungere 5 ml di 0.01 M di  MgSO4 x 7H2O
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4.10)  TRASFORMAZIONE  DI  A.  tumefaciens 
ATTRAVERSO IL METODO “FREEZE-MELT”
- mettere il 2% di inoculo in 15 ml di mezzo LK in tubi sterili
- centrifugare a 4.000 rpm per 10'
- rimuovere il surnatante
- trasferire il sedimento in Eppendorf da 1.5 ml
- aggiungere 100 μl di mezzo LK
- vortexare
- aggiungere 5 μl di plasmide ligato (pCB3195B...)
- trasferire i tubi in azoto liquido per 5'
- trasferire i tubi a 37 °C per 30'
- aggiungere 0.9 ml di mezzo LK e in agitazione per 2.5 ore a 28 °C
- distribuire su mezzo LK con tetraciclina
4.11) TRASFORMAZIONE DELLA LATTUGA
- mettere 4 ml di sospensione di agrobatteri nelle capsule Petri
- tagliare i cotiledoni in 3 pezzi perpendicolarmente alla loro nervatura centrale
- bagnare con acqua sterile i cotiledoni se diventano secchi
- usare solo il segmento centrale per la trasformazione
- incubare questi segmenti con gli agrobatteri per 20'
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- mettere gli espianti controllo in 0.01 M MgSO4 x 7H2O
- non sciacquare i cotiledoni, ma asciugarli con dei fazzoletti per rimuovere l'eccesso 
di sospensione batterica
- la pagina superiore dei segmenti deve essere rivolta verso l'alto (mantenere questa 
disposizione anche nelle fasi successive) 
- trasferire i cotiledoni in capsule Petri con mezzo S2
- chiudere queste capsule con parafilm
- depositare il tutto a 28 °C in oscurità
-  trasferire  in  mezzo  SA  (con  antibiotici,  kanamicina  e  timentina,  per  i  putativi 
transformanti e per i controlli positivi) 6-7 segmenti di cotiledoni per capsula Petri
- far crescere con 16 h di luce e a 23 °C
- dopo circa 4 settimane rimuovere gli espianti e le parti morte 
- dovrebbero essere già visibili i primi germogli
- estrarre i germogli rimuovendo tutto il tessuto calloso e iperidratato
- trasferire gli espianti in bottiglie con mezzo SC per stimolare la loro radicazione 
- non mettere più di 2 espianti per bottiglia 
- riporre i calli in nuovo mezzo SA per stimolare la crescita di nuovi germogli
- trasferire gli espianti in nuovo mezzo SC ogni 4 settimane 
- rimuovere eventualmente i tessuti callosi nuovamente formati
- eventualmente estrarre i germogli neo-formati e trasferirli in nuovo SC
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4.12) TRATTAMENTO PRE-PCR DELLA LATTUGA
Questo trattamento serve per rendere i tessuti di lattuga direttamente utilizzabili per la 
“tissue” PCR.
- tagliare un pezzo di foglia di lattuga di circa 25-30 mm2
- mettere questo tessuto in un Eppendorf da 1.5 ml
- porre il tutto in ghiaccio
- fare un buco con un ago al tappo dell' Eppendorf
- aggiungere 200 μl di 0.25 M di NaOH
- bagno in acqua bollente per 2'
- trasferimento dell' Eppendorf in ghiaccio
- aggiungere 200 μl di 0.25 M di HCl
- aggiungere 100 μl di 0.5 M di Tris Hcl pH 8
- “vortexare”
- bagno in acqua bollente per 2'
- porre in ghiaccio per 5'
-  usare  immediatamente  per  la  “tissue”  PCR  e/o  depositare  a  -20  °C  per  saggi 
successivi
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4.13) “TISSUE” PCR DELLA LATTUGA
- prendere un pezzo di tessuto di lattuga trattato di circa 0.5-1 mm2
- trasferirlo in un Eppendorf da 0.5 ml
- aggiungere 2.5 μl di buffer Takara 10x per PCR 
- mettere 2.5 μl di dNTP 10x 2.5 mM
- addizionare 0.25 μl di primer 1 0.2 mM
- aggiungere 0.25 μl di primer 2 0.2 mM
- addizionare 19.25 μl di acqua distillata
- ciclo termico: 94 °C per 45'', 55 °C per 55'', 72 °C per 2', ripetere 35 volte
- sequenze dei primer usati:
  5'-ACG CAG GTT CTC CGG CCG CTT G-3' (nptII 1)
  5'-GAA GCG GTC AGC CCA TTC GCC G-3' (nptII 1)
  5'-TGC ATG GAG ATA CTC CTA CTC-3' (E7p 1)
  5'-AGG ATC CAG GCT TTT GAG AGC-3' (E7p 2) 
  5'-TGC ATG GCG ACA CCC CCA CCC TG-3' (E7h 1)
  5'-AGG ATC CGG GCT TCT GGG AGC AG-3' (E7h 2)
4.14) SUBSTRATO LB
- 1% di peptone
- 0.5% di estratto di lievito




Questo mezzo è stato usato per la germinazione della lattuga
- 2.2 g/l di sali MS
- 10 g/l di saccarosio
- 8 g/l di agar  
- pH 5.8
4.16) SUBSTRATO S2 
- 4.4 g/l di sali MS
- 30 g/l di saccarosio 




Questo  substrato  è  stato  utilizzato  nelle  prime  4  settimane  di  coltivazione  dei 
segmenti di cotiledoni trasformati (fase di induzione del callo)
- 4.4 g/l di sali MS 
- 30 g/l di saccarosio
- 0.93 g/l di NAA
- 0.56 g/l di BAP
- 6 g/l di Plant Agar (Duchefa)
- 400 mg/l di timentina (per gli espianti putativi trasformati e per i negativi K)
- 100 mg/l di kanamicina (per gli espianti putativi trasformati e per i negativi K)
- pH 5.7
4.18) SUBSTRATO SC
- 4.4 g/l di sali MS
- 10 g/l di saccarosio
- 10 g/l di MES (2-[morfolino]acido etansulfuonico)
- 6 g/l di Plant Agar (Duchefa)
- 400 mg/l di timentina (ad eccezione che per gli espianti controlli positivi)




- 10 g/l di saccarosio
- 8 g/l di kaseina
- 4 g/l di estratto di lievito
- 2 g/l di NH2PO4
- 300 mg/l di MgSO4 x 7H2O
- 10 g/l di Plant Agar (Duchefa)
- pH 6.8
- 10 mg/l di tetraciclina 
4.20) BIO-RAD PROTEIN ASSAY
-  mettere 2-5 μl di omogenizzato GUS (vedere paragrafo 4.23) in 50 μl di acqua 
deionizzata
- aggiungere 200 μl di soluzione diluita di Bradford (soluzione di Bradford/acqua= ¼ 
v/v) 
- usare BSA come proteina standard per la curva di taratura in concentrazioni da 0.2 a 
1.4 mg/l
- leggere le OD a 595 nm e calcolare il contenuto totale di proteine
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4.21) MISURAZIONE DELL'ATTIVITA GUS
- prendere di 2-5 μg di foglie
- omogenizzare in 75 μl di GUS buffer
- mantenere il tutto in ghiaccio
- prendere 4.5 μl di omogenizzato e dissolvere in 75 μl di GUS buffer di reazione
- far reagire a 37 °C
- stoppare la reazione al tempo voluto con Na2CO3
- leggere le OD di emissione a 450 nm
4.22) GUS “BUFFER”
- 50 mM di “buffer” Na2PO4 pH 7
- 1 mM di Na2EDTA
- 10mM di β-mercaptoetanolo
- 0.1% di tritone x-100 
- mantenere il tutto in ghiaccio
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4.23) GUS “BUFFER” DI REAZIONE
- 1 mM di MUG in GUS “buffer”
- 0,2 M di Na2CO3 (per stoppare la reazione)
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4.24) SUBSTRATO SOC
- 20 g/L di bacto-triptone
- 5 g/L di estratto di lievito
- 0.59 g/L di NaCl (10 mM)
- 0.2 g/L di KCl (2.5 mM)
- 2.1 g/L di MgCl2  (10 mM)
- 2.5 g/L di MgSO4 (10 mM)
- 0,2% di glucosio (10 mM)
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4.25) SUBSTRATO TB
- KCl 0.25 M 
- MES 10 mM
- CaCL2 15 mM
- MnCl2 55 mM
4.26) SOLUZIONE A
- 25 mM di Tris HCl pH 8
- 8.5 mM di glucosio
- 10 mM di EDTA
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4.27) SOLUZIONE B
- 0.2 M NaOH
- 2% di SDS
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5) RISULTATI
Per misurare la competenza abbiamo messo 2  μL di NM522 competenti con 1  μL 
(100  ρg/ml) di plasmide (quali sono le originali concentrazioni), abbiamo ottenuto 
200 colonie/10 μL di E. coli, il che significa 200.000 colonie per 1 μg di plasmide, 
questo è un valore molto buono anche se il valore teorico è di circa 1.000.000.000, 
raggiungibile  solo  con  concentrazioni  molto  basse  di  plasmide  e  con  batteri  ben 
competenti.
Abbiamo eseguito questo esame per misurare la competenza di queste cellule, perchè 
a  volte  dopo  il  trattamento  suddetto  questa  qualità  non  è  buona,  e  quindi  per 
diminuire  il  pericolo  di  non  ottenere  E.  coli  trasformati,  con  evidente  perdita  di 
tempo.
Dopo 8 settimane una parte degli espianti che contengono il costrutto genico 99 sono 
stati destinati ad altri esperimenti, e quindi sono state ottenute poche (21) piante di 12 
settimane di questo tipo.
In rapporto con le altre specie vegetali, l'iperidratazione è stato un grosso problema. 
Infatti abbiamo dovuto usare 2 fasi di callo, a 4 e a 8 settimane, perché dopo la prima 
fase,  il  tessuto  iperidratato  era  nuovamente  presente,  rendendo  quindi necessaria 
l'estrazione  di  rigeneranti  secondari.  Senza  questo  problema,  avremmo  potuto 
ottenere molte più piante.
Durante  tutte  le  fasi  di  rigenerazione,  abbiamo  sempre  tenuto  in  considerazione 
l'espianto di partenza (il pezzo di cotiledone), perchè tutte le piante provenienti dallo 
stesso  espianto  trasformato  potrebbero  contenere  il  T-DNA integrato  nella  stessa 
regione del loro genoma.
Come già riportato alcuni espianti dopo la fase di induzione di callo, sono stati messi 
nuovamente in fresco mezzo SA al fine di ottenere nuovi germogli (i quali non sono 
stati contati nella tabella 1); i numeri scritti qui si riferiscono agli espianti coltivati il 
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primo mese in mezzo SA e al secondo in SC.
Il numero delle piante di 12 e 16 settimane è stato lo stesso, così come le piante 
radicate.
E' stata anche riportata la radicazione, in quanto questo carattere è cruciale (prima del 
saggio della PCR), per la valutazione se l'espianto rigenerato è transgenico o meno. E' 
quasi  certo  che  le  piante  radicate  su  mezzo  contenente  kanamicina  sono  anche 
transgeniche (almeno per il gene nptII), ma questo sospetto deve poi essere verificato 
tramite PCR.
Come già riportato abbiamo anche misurato la quantità totale di proteine e l'attività 
GUS partendo dallo stesso pezzo di foglia, i valori di attività GUS sono riferiti sia al 
peso del  tessuto analizzato che al  contenuto proteico totale.  Se  riferissimo questi 
valori solo a un milligrammo di tessuto vegetale exciso, potremmo ottenere solo dei 
valori indicativi (in caso, per esempio, di tessuti ad alto contenuto di acqua una bassa 
attività GUS è frequente). Quando questi valori si riferiscono al contenuto proteico 
totale del tessuto analizzato,  si  ha un'indicazione dell'espressione del  transgene in 
relazione a quella degli altri geni.
Gli  espianti  controllo  positivi  (non  trasformati)  sono  stati  posti  in  mezzi  senza 
kanamicina e timentina, per vedere aspetti dell'organogenesi esterna in confronto con 
i controlli positivi e con le piante trasformate. Gli espianti controllo negativi (non 
trasformati)  son  stati  cresciuti  in  mezzi  contenenti  gli  antibiotici,  per  verificare 
l'efficienza della kanamicina nell'uccidere gli espianti non trasformati.
La misurazione dell'attività GUS e del contenuto proteico totale sono state eseguite 
soltanto sugli espianti, che secondo la nostra esperienza, avevano il migliore aspetto 
esteriore, quindi non abbiamo misurato gli espianti 97 a causa del loro non eccellente 
aspetto esteriore che è stato ritenuto anche segno di una bassa attività GUS.
Abbiamo misurato l'attività GUS a 2'  e 6'  dall'inizio della reazione, per vedere la 
progressione della rottura del MUG. Se il contenuto di MU di 6' è di circa 3 volte 
rispetto alla fluorescenza di 2' significa un'attività GUS reale, mentre quando questi 
valori sono identici significa che il MU è stato presente sin dall'inizio della reazione, 
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con quindi evidente necessità di diluire i campioni.
Le frequenze di trasformazione è stata stimata sulla base dei risultati della “tissue” 
PCR, e sino  espresse sia come  rapporto tra piante transgeniche (tramite PCR) e 
numero totale di espianti ottenuti (tab. 5), che come rapporto fra calli iniziali che calli 
che hanno dato espianti vitali (tab. 4).
   Il numero di colonie di E. coli ottenute è stato il seguente:
- 1 (pCB3195 A)
- 4 (pCB3195 B)
- 2 (pCB3196 A)
- 14 (pCB3196 B)
- 29 (pCB3197 A)
- 21 (pCB3197 B).
Il numero totale di colonie di A. tumefaciens ottenute è stato di circa 50.
70
Inizio 4 settimane 8 setimane 12 settimane
Positivi K 10 30 32 37
Negativi K 10 0 0 0
97 39 50 51 35
98 53 92 81 70
99 57 37 89 21
Tab.1) numero di espianti ottenuti
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Construct Callus num Plant num. NPTII E7 Rooting
K 12 - - +
97 2 1 + +
97 2 2 - -
97 17 3 - -
97 17 4 + +
97 17 5 - -
97 12 6 + +
97 12 7 + + +
97 3 8 - +
97 3 9 + + +
97 26 10 + +
97 3 11 - +
97 3 12 + +
97 1 13 + -
97 1 14 - -
97 9 15 - +
97 9 16 - + +
97 13 17 - + +
97 13 18 - -
97 22 19 - -
97 3 20 + +
97 17 21 - +
97 17 22 - +
97 17 23 + +
97 17 24 + +
97 1 25 - +
97 22 26 - -
97 22 27 + +
97 26 28 - +
97 13 29 + +
97 30 30 + -
97 4 31 - -
97 22 32 + -
Construct Callus num Plant num. NPTII E7 Rooting
97 28 33 + +
97 13 34 - -
97 13 35 + + +
98 46 1 + + +
98 16 2 + +
98 16 3 - -
98 5 4 + +
98 31 5 - -
98 31 6 + -
98 31 7 + -
98 44 8 + -
98 44 9 + +
98 44 10 + +
98 22 11 - -
98 22 12 + +
98 44 13 + +
98 44 14 + +
98 36 15 + -
98 36 16 + -
98 31 17 + +
98 31 18 + +
98 44 19 + -
98 44 20 + +
98 6 21 - -
98 6 22 + +
98 6 23 - + +
98 6 24 + - +
98 6 25 - -
98 6 26 - -
98 33 27 - -
98 33 28 + -
98 17 29 + -
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Construct Callus num. Plant num. NPTII E7 Rooting
98 17 30 + -
98 17 31 + -
98 17 32 + -
98 44 33 + + +
98 46 34 - -
98 46 35 + +
98 38 36 + +
98 31 37 + -
98 31 38 - -
98 31 39 + -
98 37 40 + -
98 37 41 + -
98 44 42 - -
98 44 43 + +
98 15 44 - -
98 15 45 - -
98 33 46 + - +
98 33 47 + +
98 31 48 - -
98 22 49 - -
98 22 50 + -
98 28 51 - -
98 28 52 - -
98 2 53 - - +
98 14 54 - -
98 14 55 - -
98 30 56 + -
98 30 57 + -
98 41 58 - -
98 41 59 - -
98 41 60 - -
Construct Callus num. Plant num. NPTII E7 Rooting
98 31 61 - -
98 31 62 - -
98 31 63 - -
98 6 64 + +
98 42 65 - -
98 41 66 + +
98 22 67 + -
98 22 68 + +
98 30 69 - -
98 30 70 - -
99 1 1 - -
99 1 2 - -
99 6 3 - - +
99 6 4 - +
99 8 5 + + +
99 8 6 - -
99 9 7 + +
99 9 8 + +
99 1 9 + +
99 1 10 - +
99 1 11 - +
99 1 12 - +
99 4 13 - +
99 8 14 - +
99 8 15 + +
99 8 16 + -
99 8 17 + -
99 10 18 + -
99 5 19 - -
99 2 20 + - +
99 2 21 + +
Tab. 2) Construct = costrutto genico con il quale le piante sono state trasformate, Callus num. = 
numero di callo originario, Plant num. = numero di pianta, + = positivo, - = negativo, NPTII = 
nptII, Rooting = radicazione (presente solo dove segnalata da “+”), questa tabella si riferisce alle 
piantine di 12 settimane
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Construct Callus num Plant num. Tissue (mg) GUS OD 2' GUS OD 6' OD Prot. Prot. Tot. GUS act. GUS act. P.
K 12 4,1 5 10 0,36 30,51 4 0,55
98 46 1 2,9 20 44 0,62 52,61 25 1,39
98 16 2 5,6 180 475 0,32 26,94 141 29,38
98 5 4 5,1 13 18 0,36 30,6 6 0,98
98 44 9 4 6 8 0,65 55,16 3 0,24
98 44 10 3,1 5 5 0,45 38,08 3 0,22
98 22 12 4 5 7 0,45 37,91 3 0,31
98 44 13 3,7 5 8 0,34 29,24 4 0,46
98 44 14 4,3 28 62 0,28 23,88 24 4,33
98 31 17 5,2 7 10 0,26 22,35 3 0,75
98 31 18 5,8 12 8 0,33 28,13 2 0,47
98 44 20 7,2 116 306 0,41 34,93 71 14,6
98 6 22 4 7 12 0,52 44,45 5 0,45
98 44 33 6,1 11 7 0,69 58,31 2 0,2
99 8 5 3,1 18 60 0,7 59,33 32 1,69
99 9 7 4,3 10 6 0,6 51 2 0,2
99 9 8 3,7 5 5 0,63 53,89 2 0,16
99 1 9 3,9 16 28 0,54 45,47 12 1,03
99 8 15 7,1 36 102 1,05 89,42 24 1,9
99 2 21 3,7 6 40 0,48 41,14 18 1,62
Tab. 3) Construct = costrutto genico con il  quale piante sono state trasformate,  Callus num. = 
numero di callo originario, Plant num. = numero di pianta,  Tissue (mg) = peso del tessuto vegetale 
analizzato in mg, GUS OD 2' e GUS OD 6' =  OD di MU misurate rispettivamente a 2 e 6', OD 
Prot.  = OD delle proteine, Prot. Tot. = proteine totali espresse in μg, GUS act. = attività GUS 
espressa in ρmoli MU/mg di tessuto x minuti di reazione (6), GUS act. P. =  attività GUS espressa 
in ρmoli MU/μg di proteine x minuti di reazione (6)
Costrutti Cotiledoni Calli trasf. % Trasf.
97 39 13 33,33
98 53 21 39,62
99 57 24 42,11
Tab. 4) Numero di calli putativi trasformati dopo 4 
settimane,  e  percentuuale  di  trasformazione 
(espressa come rapporto percentuale fra calli iniziali 











Tab.  5)  Percentuale  di  trasformazione  a 
seconda  dell'amplificato,  espressa  come 
rapporto  percentuale  di  rilevamenti  sul 
numero totale di espianti di 12-16 settimane
6) DISCUSSIONE E PROSPETTIVE
Le  prime  fasi  (ligazione  di  pCB0533,  pCB0534,  pCB0535  con  pCB1399; 
trasformazione di A. tumefaciens) di questo esperimento sono state abbastanza buone 
(vedere  i  risultati),  la  frequenza  totale  di  trasformazione  è  stata  piuttosto  alta 
(66.67%).
La kanamicina ha ucciso i controlli negativi, quindi potremmo pensare che per un 
espianto di lattuga è impossibile sopravvivere, senza l'inserto genetico, nei substrati 
con questo antibiotico (e fra l'altro anche con una concentrazione piuttosto alta, 100 
mg/l), o almeno senza il gene  nptII che ne conferisce la resistenza, ma sembra che 
molte piante non trasformate siano sopravvissute, probabilmente perchè alcune loro 
cellule  contenevano  il  T-DNA e  altre  no  (piante  chimeriche),  e  quindi  abbiamo 
analizzato vegetali  che  pur  non contenendo i  transgeni  nelle  cellule  analizzate  lo 
contenevano in altre, è possibile che in questi espianti chimerici le cellule trasformate 
hanno  prodotto  bassi  quantitativi  di  neomicina  transferasi  II,  ma  sufficienti  a 
permettere la (stentata) sopravvivenza degli espianti, comunque gli espianti che sono 
risultati negativi per entrambi gli amplificati alla “tissue” PCR avevano un aspetto 
molto provato (molto clorotici,  quasi  morti),  invece di solito i  germogli  che sono 
risultati positivi alla trasformazione avevano un aspetto abbastanza buono e vitale, 
segno di una buona espressione del gene nptII.  
Avremmo  potuto  aumentare  la  concentrazione  di  kanamicina,  ma  così  facendo 
avremmo corso il  rischio di  uccidere anche piante trasformate,  ma con una bassa 
espressione del gene nptII, fra l'altro data l'alta aberrazione della trasformazione degli 
espianti,  non  è  detto  che  ad  un'alta  produzione  della  proteina  neomicina 
fosfotransferasi II corrisponda un'elevata espressione del gene fuso HPV16 E7GGG-
GUS.
Abbiamo anche ottenuto molti  transformanti  aberranti  (27.77%,  almeno stando ai 
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risultati  della  tissue  PCR,  il  Southern  Blot  chiarirà  meglio  questi  dubbi),  i  quali 
contengono o il  transgene  nptII o  E7,  come già  riportato  il  primo è  risultato più 
comune (rispettivamente il 60.32 e 46.83%).
Effettivamente a volte è inserita soltanto una parte del T-DNA, e altre possono essere 
mancanti.
E' risaputo che l'inserzione di T-DNA causa riarrangiamenti (Gheysen  et al. 1987), 
delezioni e inserzioni, integrazioni invertite e in tandem (Bundock et al. 2002 e De 
Buck  et al.  1999), quindi questi cambi nel genoma possono causare inserzioni non 
complete di T-DNA.
In pioppo è stato visto che nei bordi destri e sinistri erano presenti delezioni di 2-23 
bp, invece nei siti d'inserzione del T-DNA nel genoma di pioppo sono state trovate da 
poche paia fino a 570 paia di basi mancanti (Kumar et al. 2002), queste delezioni, se 
avvengono  in  un  punto  di  appaiamento  dei  primer,  possono  provocare  mancate 
rilevazioni di transgeni tramite la PCR.   
Le inserzioni in cui le estremità del T-DNA causano dei cambiamenti sia al DNA 
inserito  che  nel  genoma  della  pianta  vengono  chiamate  “inserzioni  imprecise” 
(Meyerhofer  et  al.  1991),  queste  inserzioni  sono  caratterizzate  dalla  presenza  di 
“filler DNA” fra l'inserto e il genoma della cellula ospite di circa 2-200 bp, questo 
DNA dovrebbe provenire sia dal materiale genetico della pianta che da quello del T-
DNA (Kumar et al. 1992), causando in quest'ultimo caso le suddette delezioni.
Anche mutazioni nei geni  vir  possono causare inserzioni di T-DNA non complete, 
per  esempio  in  Aspergillus  awamori  trasformati(la  trasformazione  mediata  da  A. 
tumefaciens  è abbastanza simile fra i vegetali e i funghi) con agrobatteri con  virE2 
mutato,  avevano  troncamenti  nelle  zone  vicino  all'LB,  invece  gli  A.  awamori  
trasformati  con  A. tumefaciens  con  virD2 mutato avevano delezioni  in  prossimità 
dell'RB (Michielse et al. 2004).
Infatti VirD2 si lega all'RB,  inserendo prima questa estremità e poi il resto del T-
DNA (Zupan et al. 1995), quindi le parti vicine al bordo destro dovrebbero essere più 
comuni, ed effettivamente nel nostro caso l'amplificato di nptII è stato più comune di 
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quello  di   E7 (rispettivamente  60.32% e  46.83%),  il  quale  è  situato  più  lontano 
dall'RB.
In  contrasto  con  Torres  (Torres  et  al.  1993,  vedere  il  paragrafo  1.7.2),  abbiamo 
ottenuto  lattughe  trasgeniche  da  cotiledoni  excisi  da  piantine  di  7  giorni  di  età, 
probabilmente questo è stato causato dalla buona suscettibilità della varietà Ach'at 
alla trasformazione e alla rigenerazione, questa differenza di frequenza di ottenimento 
di espianti trasformati potrebbe essere causata a differenze della membrana cellulare 
(per  esempio  la  relativa  recalcitranza  delle  monocotiledoni  alla  trasformazione 
mediata  dall'Agrobatterio  è  dovuta  a  differenze  nella  membrana  cellulare),  forse 
l'aumento  dello  spessore  di  questa  potrebbe  ostacolare  la  penetrazione  batterica, 
questo potrebbe anche spiegare la non perfetta trasformazione di alcuni espianti. 
A volte anche cicli termici di PCR non corretti possono dare erronei risultati, ma lo 
escludiamo  perchè  le  prove  con  i  controlli  positivi  (colonie  trasformate  di  A. 
tumefaciens) e negativi (solo master mix)erano perfette.
Purtroppo l'attività  GUS non è  stata  particolarmente alta,  probabilmente  questo è 
dovuto  a  un  parziale  silenziamento  del  transgene,  o  a  copie  multiple  di  T-DNA 
inserite, quindi il Southern Blot eliminerà questo dubbio.
I substrati usati e la trasformazione non hanno dannegiato le piante, in quanto il loro 
aspetto esteriore e la loro produzione di proteine totali è stata di solito abbastanza 
buona.
Sapevamo che il sito ATG di E7 per l' inizio di traduzione dei ribosomi non era molto 
buono, e che questo avrebbe potuto causare una minore espressione del transgene, ma 
comunque abbiamo anche ottenuto una buona produzione di transproteine da alcuni 
espianti, inducendoci a pensare che non è stata questa la causa principale della bassa 
attività GUS di molte piante.
Le piante con il costrutto genico 97 avevano di solito l'aspetto più provato, a tal punto 
che abbiamo ritenuto inutile eseguire la misurazione dell'attività GUS, e in teoria 
queste  piante  dovrebbero  avere  (per  il  differente  codon  bias  usato)  la  minore 
espressione del gene E7, anche se questo non necessariamente significa una minore 
77
espressione di nptII.
Abbiamo anche notato che a volte il  segnale del MU (vedere il  paragrafo 3.7) al 
tempo  0,  questo  potrebbe  essere  causato  da  4-metilumbelliferone  pre-idrolizzato 
(Jefferson. 1987).
E' anche necessario verificare se la proteina fusa HPV16 E7GGG-GUS ha causato 
cambi conformazionali alla proteina virale, che potrebbero dare epitopi con struttura 
tridimensionale diversa rispetto a quella selvatica, il che potrebbe stimolare risposte 
immunitarie non efficienti nel guarire le infezione di HPV16.
Le lattughe ottenute saranno anche riprodotte sessualmente per monitorare l'eredità 
dell'inserto genetico,  è stato visto che la trasmissione genetica dei  transgeni  nelle 
varie  generazioni  è  di  tipo  Mendeliano,  e  che  i  geni  marker  (come  quelli  che 
conferiscono resistenza contro gli antibiotici) sono dominanti nelle piante eterozigoti 
(De Block  et al.  1984), aspettiamo lo stesso comportamento anche per il transgene 
HPV16 E7GGG-GUS.
I futuri esperimenti su topi dimostreranno se l'immunogenicità di questa transproteina 
è efficiente nel guarire le infezione da HPV16.
Comunque  è  importante  continuare  questi  esperimenti,  apportando  eventualmente 
delle modifiche (per esempio con diversi costrutti genetici, con differenti codon bias, 
con cotiledoni di diverse età, con diversi substrati, trasformazione dei plastidi ecc...).
Comunque abbiamo ottenuto lattughe con la proteina fusa HPV16 E7GGG-GUS, e 
quindi pensiamo che questi esperimenti sono stati buoni, e che sono stati degli “step” 
riusciti per lo sviluppo di vaccini terapeutici vegetali contro le infezioni del papilloma 
virus umano del tipo 16.
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